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[bookmark: _Toc2595][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由青海省大学和青海省农林科学院提出。
本文件由青海省农学会归口。
本文件起草单位：青海大学、青海省农林科学院、西宁市蔬菜技术服务中心。
本文件主要起草人：任延靖、文军琴、邵登魁、魏廷珍、甘甜甜。
本文件由青海省农学会监督实施。
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球茎甘蓝种质资源鉴定技术规程
SSR分子标记法
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc230889266][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc3478]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219]本文件规定了利用简单重复序列（Simple sequence repeats, SSR）标记进行球茎甘蓝（Brassica oleracea var. gongylodes L.）不同种质资源鉴定的原理、仪器设备及试剂、溶液配制、操作程序、条带记录及判定方法等内容。
本文件适用于球茎甘蓝种质资源鉴定及育种。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc230889267][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc11093]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682  分析实验室用水规格和试验方法
GB/T 19557.1  植物新品种特异性、一致性和稳定性测试指南 总则
NY/T 2473  结球甘蓝品种鉴定技术规程 SSR分子标记法
DB63/T 2494  芜菁种质资源鉴定技术规程 SSR分子标记法
[bookmark: _Toc230889268][bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc8127]术语和定义
本文件没有需要界定的术语和定义。
[bookmark: _Toc207831767][bookmark: _Toc18368]仪器设备及试剂
[bookmark: _Toc13680]仪器设备
高压灭菌锅
高通量组织研磨仪
干燥箱
移液器
[bookmark: _GoBack]电热恒温水槽
低温高速离心机
超纯水系统
微波炉
水平电泳槽及其制胶套件
电泳仪
制冰机
凝胶成像系统
PCR仪
胶片观察灯
天平
垂直电泳槽及其制胶套件
微量紫外分光光度计
超低温冰箱
涡旋混合器
磁力加热搅拌器
水平摇床等
[bookmark: _Toc6901]试剂
基本要求
本文件所用的试剂和水，在没有注明其他要求时，均指分析纯试剂和GB/T 6682中规定的三级水。
试剂种类
十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）
三羟甲基氨基甲烷（Tris）
乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）
β-巯基乙醇（β-ME）
乙醇、酚：氯仿：异戊醇（25:24:1，pH=8.0）
氯仿：异戊醇（24:1）
琼脂糖
乙酸
丙三醇
溴酚蓝
二甲苯腈蓝FF
5×PCR预混液
DNA分子量标准物
丙烯酰胺
N,N'-亚甲基双丙烯酰胺（Bis）
过硫酸铵（APS）
硝酸银（AgNO3）
氢氧化钠（NaOH）
甲醛溶液（37%）
四甲基二乙胺（TEMED）
核酸染料
球茎甘蓝SSR特异引物
[bookmark: _Toc207831768][bookmark: _Toc32666]溶液配制
溶液配制方法见附录A。
[bookmark: _Toc207831769][bookmark: _Toc28477]操作程序
[bookmark: _Toc28693]样品选择
选取球茎甘蓝幼嫩、无病虫害的叶片，每份样品至少包含5个单株叶片的混合样，并设置三个重复。
[bookmark: _Toc17655]DNA提取
DNA提取方法及步骤可按照NY/T 2473中的规定执行；DNA质量能满足PCR扩增要求的其他DNA提取方法均适用于本文件。DNA溶液的紫外吸光度OD260与OD280的比值宜介于1.7～2.0。
[bookmark: _Toc11266]PCR扩增
引物选择
扩增引物见附录B。
反应体系和程序
SSR-PCR扩增体系和程序按照DB63/T 2494中的规定执行。
[bookmark: _Toc16894]PCR产物检测
非变性聚丙烯酰胺凝胶制备、电泳、银染显色按照DB63/T 2494中的规定执行。
[bookmark: _Toc27172]条带记录
根据扩增产物的电泳结果，在相同迁移位置处，100 bp～300 bp之间、有清晰条带记为“1”，无条带的记为“0”，从而形成0-1矩阵。条带记录见附录C表C.1。
标记SSRX在所有材料中共扩增出3条大小不同的条带，按照从大到小依次编号SSRX-1、SSRX-2、SSRX-3；标记SSRY在所有材料中共扩增出4条大小不同的条带，按照从大到小依次编号为SSRY-1、SSRY-2、SSRY-3、SSRY-4；若材料1显示的条带为SSRX-1、SSRX-3、SSRY-1、SSRY-3、SSRY-4，则其带型数据为1011011，若材料2显示的条带为SSRX-1、SSRX-2、SSRY-2、SSRY-4，则其带型数据为1100101，同样可给出其他参试材料的带型数据。由此，可建立每份材料的数字化指纹，每一数字对应一个扩增条带或位点。
[bookmark: _Toc207831771][bookmark: _Toc4367]判定方法
资源鉴定包括对两个及两个以上的资源同时进行检测，由带型数据赋予的数字化指纹，可单独或联合使用的标记鉴定材料的异同，具体如下：
当样品间差异位点数≥2，判定为不同资源；
当样品间差异位点数＝1，判定为相似资源；
当样品间差异位点数＝0，判定为疑似相同资源。
对b)和c)的两种情况，按照GB/T 19557.1疑似相同的原则进行田间试验，确定资源在形态性状上是否存在明显差异。
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（资料性）
溶液配制
DNA提取溶液的配制
称取十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）15.0 g、氯化钠（NaCl）81.816 g、二水乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2·2H20）7.444 g、三羟甲基氨基甲烷（Tris）12.114 g于1 000 mL烧杯中，加入800 mL超纯水溶解，调整pH为8.0，转移至1 000 mL容量瓶中，用超纯水定容至1 000 mL，在103.4 kPa（121 ℃）条件下灭菌20 min。
PCR扩增所需的SSR引物的配制
用超纯水配制浓度为10 μmol/L的SSR引物工作液。
聚丙烯酰胺凝胶电泳溶液的配制
30%丙烯酰胺溶液
分别称取丙烯酰胺300.0 g和甲叉双丙烯酰胺20.0 g于1 000 mL烧杯中，加入500 mL超纯水溶解，后转移至容量瓶中定容至1 000 mL，避光保存。
TBE缓冲液
5×TBE缓冲液
称取三羟甲基氨基甲烷（Tris）54.0 g和硼酸27.5 g于1 000 mL烧杯中，加入20 mL 0.5 mol/L乙二胺四乙酸二钠（EDTA-Na2）溶液，加入800 mL超纯水溶解，调整pH为8.0，转移至1 000 mL容量瓶中，用超纯水定容至1 000 mL。
1×TBE缓冲液
量取5×TBE缓冲液200 mL于1 000 mL容量瓶中，用超纯水定容至1 000 mL。
10%过硫酸铵溶液
称取10.0 g过硫酸铵，溶于100 mL超纯水中，避光保存。
银染溶液的配制
染色液
称取1.0 g硝酸银于1 000 mL烧杯中，加800 mL超纯水溶解，转移至1 000 mL容量瓶中，定容至1 000 mL，避光保存。
显色液
称取10.0 g氢氧化钠于1 000 mL烧杯中，加入800 mL超纯水溶解，量取5 mL甲醛，转移至1 000 mL容量瓶中定容至1 000 mL。
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（资料性）
推荐引物
推荐引物见表B.1。
表B.1 推荐引物
	序号
	引物名称
	上游引物
	下游引物

	1
	Cluster-17807.130495
	CAGACCCACCGGTTTGATGA
	GACCCAAGAAGCTCGGTGAA

	2
	Cluster-14993.0
	CCCAACGCGAAACTCGTTTT
	ACTTTCACGCTCGTCGAGTT

	3
	Cluster-17807.104358
	CGTGCTCAAGTTCCTCACCT
	TCCCTTTGAGGAACAGCGAC

	4
	Cluster-17807.137349
	GATGGAGTACCGAGTCGCTG
	AAAAGAAGCGGCGGTGAGTA

	5
	Cluster-17807.110697
	TGGAGCTCCGTTGAAAGCAT
	ACTGTGAAGGCACCACTAGC

	6
	Cluster-17807.144556
	TCGGAATCTACTTCGCGACG
	GTGTGAAGGAAACCGCAACC

	[bookmark: BookMark8]7
	Cluster-17807.113968
	CACCGTATACCTCGTGCTCC
	CGAGTGTGTGGCTGTGTTTG

	8
	Cluster-17807.148105
	CTGGGTCGAGCTGTTTGTCT
	AAACAGCACGCGGAGAAGTA

	9
	Cluster-17807.117233
	CTCCTCCGTCTTCCGAATCG
	CATTTCGTTCGCCGATTCCC

	10
	Cluster-17807.15528
	ACGACGTTCATCAGCAACCT
	AAGAGGAAGTGACACCAGCG

	11
	Cluster-17807.123696
	TTATCGCCGGCGTCTAGTTC
	CGCTCCACATAGTCGATGCT

	12
	Cluster-17807.159089
	TTGCGACCACATTGACGAGA
	GGGCTAACGTGGGTGTTACA

	13
	Cluster-17807.12716
	AAGATGCGCAACTGGACAGA
	CCAGGAGCGTCCAACTCTTT

	14
	Cluster-17807.18797
	CTCACTGTTGGTCGCTGTCT
	CTCGCAAGACAGAGGGGTTT

	15
	Cluster-17807.55910
	GCACCTCCAGTACCGTTTGA
	CCAACCAGTGAAGTACGGCT

	16
	Cluster-17807.25756
	TCCCAAGTTGAGTCGCTTCC
	TCGACGTTTCACCTGAGTGG                                                                                                                                                                                                                                              

	17
	Cluster-17807.29374
	TTCGACGGTGGTGGTAAAGG
	TTGCTCTAAGGAACGGCGTT

	18
	Cluster-17807.61916
	GAGTCCGACGGAGATCGAAC
	CCACCAGCTACAACTCCGTT

	19
	Cluster-17807.67808
	GGGTAACGCTCCAACTGTGA
	TGCTCCGTTGAGGTGTTCTC

	20
	Cluster-17807.49467
	TGAGACCGCCAAAGAACCTC
	GAGAGTCGAACTGCCCACAA

	21
	Cluster-17807.79440
	CGGGTTGATGTGGTCACTGA
	TGATGAACTCCCACACTGCC

	22
	Cluster-17807.52741
	GCACCTCCAGTACCGTTTGA
	CCAACCAGTGAAGTACGGCT

	23
	Cluster-17807.82297
	GAGGACCACAAGCGTGTACA
	GGTTGGTTGTCTTTGCGCAT

	24
	Cluster-9915.0
	GCAGTCTGGCTTTGTCTCCT
	ACGCCAAACTCTACTGGTGG

	25
	Cluster-338.0
	TCGACCCACTTGTCAGCTTC
	TGAAACGGACTCCCTTCACG

	26
	Cluster-2776.0
	AAACCGCTCGGCAGTTCTTA
	CAAACTCCAGGGCGTTTTGG

	27
	Cluster-17898.0
	ATACCGTTGCTTTGGTCCGT
	GCTTGACTTGAGCTCTGGGT

	28
	Cluster-17807.96960
	CCCGTCCAAACGTAGTGACA
	GCTACTGATGGGAGTACGCC

	29
	Cluster-17807.88207
	TGTCTGCAGCCTCTCTCTCT
	CCCCTAAGCTGGAAAGGCAA





[bookmark: _Toc2279]
（资料性）
条带记录
C.1 条带记录见表C.1。
表C.1 条带记录
	序号
	资源
	条带记录

	1
	天津青苤蓝
	111000101001110100000000000000000000000001100101000000000000000000001010111000100010

	2
	天津青苤蓝
	000000100001110100000000000000000000000001100111000000000001001001011010110111111011

	3
	天津青苤蓝
	000000000111011100000000000000000000000001100100000110000000000000001011111000011011

	4
	天津青苤蓝
	011000100111011100000000000000000000000011100101000000000000000001011011111000100011

	5
	翠玉（水果苤蓝）
	101101111001110111111101001011001001111001100101000000000000000000001011111000100111

	6
	绿苤蓝
	111100011001111100000100011010111001100111100101110000110110000000001110001001100111

	7
	绿脆苤蓝
	000000101001110100000000000000000110000001100101110000000000000000001011111001100111

	8
	结头菜
（青绿苤蓝）
	000000000001110110001000010010101000000011100101110110110110000001011111111000100111

	9
	紫苤蓝
	111100111001110110000110010010101001100101100101000000000000000000001001111001100000

	10
	紫苤蓝
	111100111000010110000110110100101001100110001101110000000000100000000011110000100011

	11
	紫苤蓝
	000000000000110100000000000000000000000011101101110001001000100000111011111000100011

	12
	T1-084苤蓝
	001100101101010110000000000010000000000001111101000100000110000000001111111000111001

	13
	紫玉苤蓝
	000110010000110000000000000000000000000010001101001110000001110001101011111001100011

	14
	天津水果紫苤兰
	000100101111110100000000000001001001111101101111000000000000000000111011111000111111

	15
	天津-春秋青苤兰
	000000000001110100000000000000000000000000011101000000000000000110001111111001100011

	16
	春秋青苤兰
	101101111001110111101101001011011001111100111100000110000000000000001011111001100011

	17
	苆莲
	101100111001110100011110011010001001100100111010000000000000000000001011111000111011

	18
	紫苤蓝
	101101111001110011111111001011001001111110111110000110000000000001101111111000100011
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